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1. Es wird eine Methode beschrieben, mit deren Hilfe es
gelingt, die proteolytische Wirkung des Thrombins auf andere
Substrate als Fibrinogen qualitativ und quantitativ zu verfolgen.

2. Heparin hemmt die proteolytische Aktivitit des Throm-
bins.

3. Durch Serum wird Thrombin erst, wie das Ferment der
Leukozyten, in hoheren Konzentrationen gehemmt.

Die Wirkung des Thrombins bei der Umwandlung von Fibrinogen
in Fibrin war lange Zeit ungeklirt. Die Annahme, daf Thrombin als
proteolytisches Ferment die Umwandlung herbeifithrt, wurde schon 1908
von Mellanby® gedullert. Es konnte jedoch kein exakter Nachweis fiir
die proteolytische Wirkung erbracht werden? und in den folgenden
Jahren wurden die verschiedensten Theorien tiber die Wirkung des
Thrombins entwickelt, die jedoch nicht experimentell erhéirtet werden
konnten. Noch 1928 berichtet Jagues® in einer Arbeit, dal der gesamte
in Fibrinogen bestimmbare Stickstoff in dem Fibrin wiedergefunden
werden kann und hat daraus den Schlufl gezogen, dall eine proteolytische
Wirkung des Thrombins bei dem Fibrinogen-Fibrin- System auszuschlieBen
sei.
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Durch Anwendung der Aminosiduren-Endgruppenbestimmung nach
Sanger konnten erstmals von Baily, Bettelheim, Lorand und Middlebrook*
neue Beweise fiir die proteolytische Wirkung des Thrombins bei der
Fibrinogen-Fibrin-Umwandlung erbracht werden. In spéteren Arbeiten® §
wurde das als Fibrinopeptid bezeichnete Spaltprodukt niher untersucht,
papierelektrophoretisch in 2 Komponenten getrennt und darin der Gehalt
an einzelnen Aminosiuren bestimmt. Diese Untersuchungen der proteo-
lytischen Aktivitit des Thrombins beschrinken sich auf Fibrinogen als
Substrat, da mit Hilfe dieser Methode an anderen Substraten (Myosin,
Ovalbumin) eine solche Wirkung nicht nachgewiesen werden konnte.
Man zog daraus den SchluB, daff Thrombin eine ausgeprigte Substrat-
spezifitit besitze.

Der Nachweis der proteolytischen Wirkung von bekannten Fermenten
ist, wenn verschiedene Eiweillkdrper als Substrat verwendet werden,
groflen Schwierigkeiten unterworfen, da die Trennung des nichtangegritfe-
nen Eiweilles von seinen Spaltprodukten sehr diffizil ist. Diese Schwierig-
keit wird bei der Untersuchung von nicht néher bekannten, proteolytisch
wirksamen Fermenten besonders grofl, da man tber die Bruchstiicke
und deren Abtrennungsmoglichkeiten a priori nichts aussagen kann.
Unsere Versuche, die proteolytische Wirkung des Thrombins auf Cassin,
Ovalbumin, Edestin, Serumalbumin mit Hilfe der iiblichen Methoden
(Fallung mit 89, TCE, Bestimmung des Stickstoffes nach Kjeldahl, Be-
stimmung des Tyrosins, Tryptophans mit UV-Spektrophotometrie bzw.
mit dem Folinschen Reagens) nachzuweisen, waren alle erfolglos. Mit
Hilfe der guantitativen Bestimmung der Konzentration von Eiweifl
durch Elektrophorese an moglichst einheitlichen Eiweilkorpern gelang
es uns zum Ziel zu kommen.

Versuchsmethodik

Zur Verwendung kamen elektrophoretisch moglichst einheitliche Eiweif3-
koérper. Das «-Casein wurde aus handelsiblichem ,,Casein nach Hammarsten
nach der Methode von Hipp, Groves, Custer und McMeekin® dargestellt.
Es bestand aus 869 «-Casein und wurde unter Toluol in feuchtem Zustand
am Eis aufbewahrt. S-Laktoglobulin wurde in kristallisiertem Zustand nach
der Methode von Serensen und Palmer® dargestellt. Es zeigte dieselben
Eigenschaften, wie von den Autoren angegeben, bestand aber, wic bereits
Jacobsen® zeigte, elektrophoretisch aus 2 Komponenten. Eine genaue Ein-
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wage der Substrate war nicht moglich, so daf der Gehalt an Eiweill mit
der Biuretmethode bestimmt werden muBte. Im allgemeinen betrug die
Endkonzentration an Eiwei im Versuchsansatz 0,5%. Als Puffer verwendeten
wir Phosphatpuffer mit pH 7,2 und einer Tonenstdrke von 0,1 bzw. 0,2,
Die Elektrophoresen wurden zum Teil in einem Antweiler- (Dauer 20 Min.,
45 Volt, 2,5 mA) und in einem Perkin-Elmer-Tiselius-Apparat durchgefithrt.
Bei den ersten Versuchen wurde der Ansatz nach der Bebriitung gegen
den Puffer dialysiert, spiter unterliefien wir die Dialyse, da kein Unterschied
gegeniiber den dialysierten Versuchsansdtzen festzustellen war. Als Ferment
wurde Topostasin!® der Firme Hoffmann-La Roche verwendet. Die Einwage
wurde in Phosphatpuffer pH 7,2 und u = 0,2 gelést und der Substrat-
16sung zugesetzt. Die Thrombinlésung wurde in silikonisierten GefdlBen am
Eis aufbewahrt und behielt so ihre proteolytische Aktivitdt durch mehrere
Tage.
Versuchsergebnisse

In der Abb.1 geben wir eine typische Reihe von Elektrophorese-
diagrammen, wie man sie bei der Binwirkung von Thrombin auf x-Casein

3 Stan. 77810, 2651,

Abb. 1

erhalt, wieder. Es kommt zu einer Verringerung der Hauptkomponente,
wobei Spaltprodukte mit anderen elektrophoretischen Higenschaften im
Diagramm sichtbar werden.

Da unsere Substrate, wie aus obiger Abb. 1 ersichtlich, elektrophoretisch
nicht einheitlich waren, bezichen wir ung bei der quantitativen Aus-
wertung der Diagramme nur auf die Hauptkomponente. Aus Abb. 2
kann man den Abbau in Prozenten bei gegebener Thrombinkonzentration
zu verschiedenen Zeiten entnehmen.

Besonders bemerkenswert erscheint uns, dal der Gesamteiweiigehalt
vor und nach der Bebriitung gleich ist, Wir finden darin unsere Annahme
bestitigt, daB bei der Thrombineinwirkung auf x-Casein und f-Lacto-
globulin nur Bruchstiicke mit relativ hohem Molekulargewicht entstehen,
die bei der normalen Enteiweiflung mit TCE ausgefallt werden. Wie aus
an dem gleichen Ansatz durchgefithrten Analysen hervorgeht, kann man
auch mit Hilfe der sehr empfindlichen UV-spektrophotometrischen
Methode, obwohl, wie z. B. der 17-Stdn.-Wert zeigt, bereits 449, des

10 Fiir die Uberlassung des Topostasing sind wir der Firms Hoffmann-
La Roche zu Dank verpflichtet.
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urspriinglich vorhandenen Eiweiles eine Ver#inderung erfahren haben,
im enteiweiften Filtrat Tyrosin und Tryptophan nicht nachweisen.
Nitschmann und Bohren'! haben eine Methode ausgearbeitet, mit der
sie die Primérreaktion der Labgerinnung verfolgten. Dabel konnten sie
die Beobachtung von Alais und Mitarb.'? bestdtigen, dafl bei Verwendung
von kleineren TCE-Konzentrationen zur Féllung der gelabten Ansitze
wesentlich mehr NPN in Lésung bleibt, als bei EnteiweiBBung mit héheren
TCE-Konzentrationen. Aus diesem Grunde haben wir versucht, zu kldren,
ob durch Variation der zur Verwendung gelangenden TCE-Konzentration
im Filtrat Bruchstiicke gefunden werden konnen. Wir enteiweifiten,
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Abb. 2. Abhéngigkeit des Abbaues vonr a-Casein Abb. 3. XKonzentrationsabhingigkeit des Ab-
durch Thrombin (159 y/cem) von der Zeit der Be- banes von «-Casein durch Thrombin (Be-
brittung britungsdauer 17 Stdn.)

bezogen auf die Endkonzentration mit 1, 2, 4, 8, 129, TCE, konnten
aber im Filtrat keine Spaltprodukte nachweisen. In Abb. 3 geben wir
den Abbau von «-Casein in Abhingigkeit von der Thrombinkonzentration
bei einer Bebriitungsdauer von 17 Stdn. wieder. Die Gerade schneidet
die X-Achse nicht im Nullpunkt. Wir erkliren das mit der bereits von
Nitschmonn und Bohren! gefundenen Tatsache, dafl x-Casein-Pripara-
tionen immer mit milcheigenem proteolytischen Ferment verunreinigt
sind.

Bei Verwendung von f-Lactoglobulin als Substrat konnten wir eben-
falls die proteolytische Wirkung des Thrombins nachweisen, die jedoch
geringer war als bei x-Casein.

Hemmung der proteolytischen Wirkung des Thrombins

Bekanntlich wird als die Hauptwirkung des Heparins bei der Blut-
gerinnung die Hemmung des Thrombins angesehen. Daneben werden
dem Heparin noch andere Wirkungen zugeschrieben, die fiir unsere

M Hs. Nitschmann und H. U. Bohren, Helv. Chim. Acta 38, 1953 (1955).
12 4. Alais und Mitarb., Helv. Chim. Acta 86, 1955 (1953).
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Fragestellung nicht wesentlich sind. Auf Grund der Antithrombin-
wirkung wurde mehrfach behauptet®, dal Heparin nicht nur Thrombin,
sondern auch andere proteolytische Fermente zu hemmen imstande sei.
Aus zahllosen ergebnislosen Versuchen! muBten wir jedoch feststellen,
daB dem Heparin keine Wirkung auf bekannte proteolytische Enzyme
(untersucht wurden: Pepsin, Trypsin, Kathepsin, Papain) zukommt.
Es erschien uns deshalb wichtig, zu untersuchen, ob mit unserer Versuchs-
anordnung der Nachweis der Hemmung der proteolytischen Aktivitit
des Thrombins zu erbringen war. Wie aus untenstehender Tabelle 1
ersichtlich, wird die proteolytische Wirkung des Thrombins bei An-
wesenheit von Heparin vollkommen aufgehoben, so dafl mdglicherweise
die Wirkung des Heparins auf das Thrombin in einer Hemmung der

Tabelle 1

Bebriitungszeit | Gesamteiweil- ‘ «-Casein Abbau des Serum- Heparinkounz. ¥
in Stunden konz. in % Anteilin % x-Casein in 9% | verdiinnung |pro ccm Ansatz

0 ‘ 0,80 73,2 | 0 — ’ —

23 \ 0,82 46,8 37,5 — —

0 \ 0,79 ! 73,3 0 1:100 - —

23 0,81 | 64,2 12,2 1:100 —

0o 042 | 734 0 - =

18 : 0,40 58,2 20,6 | — , —

0 049 72,0 0 L ' 833

18 1 050 714 0 i 833

proteolytischen Aktivitdt besteht. Vermutlich diirfte es sich um eine
kompetitive Hemmung handeln, da man weiB, dafl die hemmende Wirkung
des Heparins auf die Blutgerinnung durch stark basische EiweiBlkdrper
aufgehoben werden kann (Versuche, diese Frage zu kldren, sind im
Gange).

Da das Thrombin seine Wirkung bei der Blutgerinnung auch bei
Anwesenheit von Plasma ausiibt, untersuchten wir die Hemmwirkung
von Serum auf Thrombin. In fritheren Untersuchungen!® konnten wir
zeigen, daB Trypsin durch Normalserum bis zu einer Konzentration
von 1:1200 pro Kubikzentimeter Ansatz deutlich gehemmt wird. Das
proteolytische Ferment der Leukozyten?®, das ein ahnliches pH-Optimum

13 4, J. Qlazko und J. H. Fergusson, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 45, 43
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385 (1940); J. Biol. Chem. 156, 427 (1944). — M. Rocha e Silva und S. C.
Andrade, Science 102, 670 (1945). — J. 4. Wells und Mitarb., Proe. Soc.
Exp. Biol. Med. 58, 57 (1945). -— T. Astrup und N. Alkjaersig, Nature 169,
314 (1952).

14 7, Kaiser und M. Pantlitschko, Scient. Pharmaceut. 21, 292 (1953).

%5 E. Kaiser und M. Pantlitschko, Klin. Med. 8, 179 (1958).

16 . Pantlitschko und K. Staitmann, Biochem. Z. 826, 252 (1955).
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besitzt wie das Trypsin, zeigte noch bei einer Serumverdiinnung von
1: 90 seine volle proteolytische Aktivitdat. Das Thrombin wird, wie aus
Tabelle 1 hervorgeht, bei #hnlichen Serumkonzentrationen, wie das
Leukozytenferment, gehemmt. Ob es sich um den gleichen Hemm-
kérper handelt, sollen spitere Untersuchungen ergeben.



